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ABSTRAKT 
Tato bakalářská práce se zabývá studiem degradace nafty, jako jednoho z možných 
produktů ropy pomocí bakteriálních kmenů Pseudomonas Putida a Pseudomonas 
Chlororaphis. Tato práce je motivována prozkoumáním využitelnosti metody, která nebyla 
k těmto účelům prozatím používána – kalorimetrická analýza. Pomocí IČ spektrometrie 
(ATR), kalorimetrie a UV-VIS spektrometrie byla studována míra a charakter interakcí. 
Kalorimetrická analýza ukázala, že Pseudomonas Putida má větší schopnost degradability 
než Pseudomonas Chlororaphis. Dále bylo zjištěno, že optimální koncentrace na efektivnější 
degradaci nafty jsou 5 g/l a 20 g/l. Měřením absorbance v závislosti na čase bylo ověřeno, že 
čím je větší koncentrace vzorku, tím je výsledná absorbance vyšší. Dále pomocí UV-VIS 
analýzy bylo stanoveno množství biomasy. S použitím IČ spektrometrie v módu ATR (snížená 
reflektance) bylo zjištěno složení vzorku, a také potvrzeno, že bakteriální kultury 
Pseudomonas Putida a Chlororaphis veškeré množství ropy zdegradovaly. 
 
ABSTRACT 
This bachelor thesis deals with a study of the oil degradation as one of the possible products 
of petroleum using bacterial stems Pseudomonas Putida a Pseudomonas Chlororaphis. The 
work is motivated by the research of usability of a method which has not been used for those 
purposes so far – calorimetric analysis. Using IČ spektrometry (ATR), calorimetry and UV-
VIS spectrometry was studied a degree and a character of interactions. Calorimetric analysis 
showed that the Pseudomonas Putida has bigger abbility of the degradability than 
Pseudomonas Chlororaphis. There was also detected that the optimal concentration for more 
effective degradation of oil fuel is 5 g/l and 20 g/l. By measurement of the absorbance 
deppending on time was verified that the bigger is the concentration of the sample, the higher 
is the resulted absorbance. Using UV-VIS analysis was determined a quantity of biomass. 
Using IČ spectometry in the ATR mode (reduced reflectance) was detected structure of the 
sample and also verified that the bacterial cultures Pseudomonas Putida and Chlororaphis 
degradated entire amount of petroleum. 
Klíčová slova: 
Degradace, nafta, ropa, Pseudomonas Putida, Pseudomonas Chlororaphis, kalorimetrie, UV-
VIS spektrometrie, ATR, IČ spektrometrie, FT-IR. 
 
Keywords: 
Degradation, crude oil, Pseudomonas Putida, Pseudomonas Chlororaphis, calorimetry, UV-
VIS spectrometry, thermogravimetry,ATR, IR spectrometry, FT-IR. 
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1 ÚVOD 
Ropa (také surová nafta) je hořlavá kapalina zelenohnědé barvy tvořená směsí různých 
uhlovodíků, převážně alkanů. Jedná se o neobnovitelný zdroj. 
Jedním z nepříznivých účinků ropy je, že i přes všechna opatření při přepravě či výrobě 
uniká do životního prostředí. Nejčastější úniky jsou do půdy a povrchových vod, hlavně do 
mořského prostředí, kde dochází ke kontaminaci prostředí ropou a jejími produkty. 
Ropné skvrny nelze bohužel nijak odstranit, existují pouze  procesy, pomocí kterých 
můžeme znečištění zmírnit.  K těmto účelů slouží například mikrobiologická degradace 
uhlovodíků, která probíhá působením mikroorganismů na povrchové vrstvě vod a půdy. 
Nejsnáze jsou rozložitelné alkany, obtížněji uhlovodíky s rozvětveným řetězcem a 
nejobtížněji aromatické uhlovodíky.  
 Pro tuto bakalářskou práci byly vybrány konkrétně dvě aerobní bakterie, a to Pseudomonas 
Putida a Pseudomonas Chlororaphis. Výběr bakteriálního kmene nebyl zcela náhodný, ale 
přispíval k tomu nejenom fakt, že produkty aerobního odbourávání nafty nejsou tolik toxické 
(biomasa, oxid uhličitý a voda) jako u procesů anaerobních (methan, oxid uhličitý a vodík), 
ale i to, že podle doposud uskutečněných experimentů byly právě tyto bakterie popsány jako 
nejvíce schopnými degradéry ropy (nafty). Navíc není doposud u anaerobních procesů přesně 
známo, jestli budou případné meziprodukty více či méně toxické, než samotný kontaminant 
(nafta). 
Pro analýzu ropy a ropných produktů (nafty) byly zvoleny tři metody. První z nich je 
kalorimetrická metoda, která umožňuje sledovat změny ve vzorku z termodynamického 
hlediska. Druhá metoda je spektrometrická (IČ spektrometrie), která umožňuje identifikaci 
vzorků. Třetí metoda je také spektrometrická (UV-VIS spektrometrie) – slouží ke stanovení 
biomasy ve vzorku a porovnání degradability vybraných bakterií. Přestože se jedná o 
standartní systém, bude pravděpodobně nutné optimalizovat podmínky pro daný systém, který 
má svá specifika. 
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2 CÍL PRÁCE 
 Cílem této bakalářské práce je navrhnout a realizovat na základě literární rešerše vybrané 
experimenty a optimalizovat jejich parametry. Dále pak otestovat využitelnost kalorimetrické 
metody a zjistit či porovnat biodegradability vybraných bakteriálních kultur. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Biodegradace 
Termín biodegradace můžeme souhrně chápat jako biologické odbourávání organických 
látek. Biodegradace je zvláštní případ degradace, při které dochází k rozkladu látek 
působením nějakých biologických činitelů. Tento proces zajišťují bakteriální kmeny, které 
rozkládají kontaminant až na neškodné produkty, jako je oxid uhličitý a voda. Jde o speciální 
bakterie, které jsou schopny zpracovat nežádoucí organické sloučeniny jako zdroj uhlíku a 
energie pro svůj růst.  
 
3.1.1 Průběh biodegradace 
 Biodegradace probíhá ve dvou krocích: depolymerace makromolekuly a mineralizace. 
Těchto procesů se aktivně zúčastňují dvě kategorie enzymů – extracelulární a intracelulární 
enzymy. Během degradace extracelulární enzymy štěpí polutant na kratší řetězce, které jsou 
dostatečně malé na to, aby prošly semipermeabilní vnější membránou a mohly být využity 
jako zdroj uhlíku a energie. Jestliže je konečným produktem biodegradace anorganická 
molekula (CO2, H2O, CH4, N2, H2,…), degradace se nazývá mineralizace. Degradace 
málokdy dosáhne 100 %, což jezpůsobeno tím, že malá část polutantu je začleněna do 
mikrobiální biomasy, humusu nebo jiného přírodního produktu. 
Převládající skupina mikroorganismů a dráha odbourávání spojené s degradací jsou 
častourčeny podmínkami prostředí. Pokud je v prostředí dostupný kyslík, za rozklad 
polymeru jsouzodpovědné hlavně aerobní mikroorganismy, naopak, za anaerobních podmínek 
jsouza rozklad zodpovědné anaerobní druhy.Proces biodegradace může být shrnut 
následujícími rovnicemi (1) a (2): 
za aerobních podmínek: 
Cpolymer + O2 → CO2 + H2O + Czbytkový + Cbiomasa + minerály (1) 
 
za anaerobních podmínek: 
Cpolymer → CO2 + CH4 + H2O + Czbytkový + Cbiomasa + minerály (2) 
Kompletní biodegradace nastává, když nezůstává žádný zbytkový uhlík, což nastává velmi 
zřídka. [2]  
 
 
Obr. 1: Schéma procesu biodegradace [2] 
 
[1]  
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3.1.2 Faktory ovlivňující biodegradaci: 
Biodegradace se týká jak přírodních látek, tak i látek, které se do životního prostředí 
dostaly lidským (ne)úmyslem. Biodegradaci ovlivňuje především teplota, světlo, živiny, pH, 
vlhkost, přítomnost kyslíku, vlastnosti kontaminující látky a přítomnost dalších chemických 
látek.  
3.1.3 Biodegradace bakteriemi 
Biodegradace organických látek může probíhat jak za aerobních tak i anaerobních 
podmínek. K odstranění znečištění se používá řada postupů. Jedním z nich je ten, že se izoluje 
z různých lokalit bakteriální kmen, který má přesně definované vlastnosti a známé spektrum 
látek, které jsou schopny rozkládat.  Z těchto izolovaných kmenů jsou pak připraveny směsy, 
které odpovídají druhu znečištění, typu lokality a podmínek degradace. Ty se pak používají 
opakovaně, takže je stačí před aplikací pouze rozmnožit. [3]  
3.1.4 Mikrobiální podobnost 
Společným rysem mikroorganismů využívajících jako svou živinu ropu je jejich schopnost 
existovat na fázovém rozhraní, které vzniká v místech kontaktu ropné látky s vodným 
prostředím.  Základním nástrojem jsou biologické povrchově aktivní látky. Jejich 
prostřednictvím mohou mikroorganismy fázové rozhraní kolonizovat, rozrušovat a 
transformovat do podoby částeček s vyšší rozpustností ve vodě a tedy i s vyšší 
pravděpodobností, že budou moct být zapojeny do mikrobiálního metabolismu. V přírodě se 
nacházejí druhy mikroorganismů s metabolickou funkcí degradace všech složek nacházejících 
se v ropě. [4]  
 
Obr. 2: Tvorba biofilmu na fázovém rozhraní [4]  
3.1.5 Mikroorganismy disponující biodegradačním potenciálem 
3.1.5.1 Anaerobní bakterie 
Za anaerobních podmínek jsou nečistoty metabolickými pochody přeměněny na oxid 
uhličitý a vodík. Anaerobních bakterií bylo dosud izolováno velmi málo. Většinou se jedná o 
mikroorganismy podílející se na biodegradacích vysoce chlorovaných sloučenin. Případné 
vznikající meziprodukty jsou méně toxické, toxické nebo dokonce více toxické, než původní 
kontaminant. [3]  
Příkladem mohou být rody: Desulfomonile, Clostridium, Desulfitobacterum. 
 
 
[1]  
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3.1.5.2 Aerobní bakterie 
Za aerobních podmínek jsou polutanty metabolickými pochody přeměněny na oxid 
uhličitý, vodu a biomasu. 
Příkladem mohou být rody: Pseudomonas, Acinetobacter, Corynebacterium, Rhodococcus, 
Alcaligenes, Achromobacter, Arthrobacter, Nocardia, Bacillus [3]  
3.1.5.3 Plísně a kvasinky 
Plísně a kvasinky se na kontaminovaných lokalitách vyskytují méně. Mezi jejich 
nejvýznamnější zástupce patří například rody:Candida, Rhodotorula, Sporobolomyces, 
Trichoderma, Penicillium, Aspergillus.[3]  
3.1.6 Využití biodegradace 
Schopnosti nejrůznějších mikroorganismů rozkládat polutanty pochopitelně vede ke snaze 
využít je prakticky pro odstraňování ekologických zátěží. Alternativou k biodegradacím je 
chemické a mechanické čištění, které ale obvykle vyžaduje i transport nemalého množství 
zeminy. 
Neexistuje obecné využití biodegradace. Nejčastěji se však uplatňuje při dekontaminaci 
půd organickými látkami. Biodegradace se také využívá jak při čištění odpadních a 
podzemních vod, tak i pro jejich dočišťování. [4]  
 
3.1.7 Biodostupnost polutantu 
Praktická bioremediace často naráží na nejrůznější problémy. Asi nejvýznamnějším 
problémem je biologická dostupnost polutanu. Obyvkle bývá totiž polutant v prostředí pevně 
vázaný na nejrůznější částice, např. prachové, jílové apod. Je-li vazba příliš pevná, 
organismus není schopen takto vázaný polutant metabolizovat a ten pak zůstává v prostředí. 
Biologickou dostupností se obvykle myslí podíl (procento) volného (metabolizovatelného) 
polutantu. Biologická dostupnost souvisí zejména s rozpustností látek ve vodě(rozpustnější 
látky jsou dostupnější) a s rozdělovacím koeficientem látky mezi oktanol a vodu 
(hydrofilnější látky jsou dostupnější). Zvýšit biologickou dostupnost lze proto např. 
přídavkem vhodných (nejedovatých) detergentů. Biodostupný podíl látky také obvykle klesá s 
časem kontaminace, tj. delším stykem s půdou se látka pevněji váže.Obvyklé také je, že 
polutant není v půdě sám, ale je tam ve směsi s dalšími polutanty. Obvyklé jsou např. těžké 
kovy nebo některé neodbouratelné látky strukturně podobné toxikantu. Takovou směs obvykle 
neumí odbourat jeden mikroorganismus a jiné příměsi na něj mohou působit toxicky.[4]  
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4 METODY ANALÝZY ROPY A ROPNÝCH PRODUKTŮ 
 
4.1 Rozdělení metod analýzy ropy a ropných produktů
 
Obr. 3: Rozdělení metod testování biodegradability [5] 
Biodegradabilita se obecně testuje metodami, které stanovují koncové produkty 
mikrobiálního metabolismu. Testy ve vodném prostředí simulují aerobní i anaerobní 
podmínky na skládce domovních odpadů, ale jsou použitelné také jako screening testy. Jejich 
hlavní výhodou je nízká cena a možnost zkoušet najednou více polymerů. Konečné produkty 
biodegradace, které se stanovují v těchto testech, jsou u aerobní degradace CO2 a H2O a u 
anaerobní CH4, CO2 a H2O. Pokud při testech zjistíme nulovou biodegradabilitu, tak to 
neznamená, že se tyto polymery nebudou rozkládat za jiných podmínek, např. kompostování. 
Příkladem kontrolovaného přirozeného aerobního rozkladu ve vodném prostředí je aerobní 
čištění odpadních vod. Anaerobní biodegradace se vyskytuje v říčních či jezerních 
sedimentech, na skládkách, anaerobních čistírnách odpadních vod, apod. V půdě a na 
kompostech se většinou jedná o kombinaci aerobní a anaerobní degradace. 
Existují standardní metody, kterými se stanovuje stupeň biodegradability podle produkce 
koncových produktů mikrobiálního metabolismu, a to v procentech teoreticky dosažitelného 
množství mikrobiálních metabolitů. 
Jako screening testy mohou být použity i enzymatické testy, ale jen tehdy, když je známa 
struktura polymeru a enzymy specifické pro daný polymer jsou dostupné. [5]  
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4.2 Screening testy 
4.2.1 Sturmův test 
Tento test je založen na měření uvolňovaného CO2 v průběhu degradace. Uvolněné 
množství CO2 udává okamžitou informaci o biokonverzi uhlíkatého řetězce polymeru na 
konečné metabolické produkty. [5]  
4.2.2 Head-space test 
V situacích, kdy je nutné testovat najednou velké množství vzorků, je vhodné použít jeden 
ze screening testů, které jsou založeny na stanovování CO2 v uzavřených buňkách 
s aerovaným médiem (směs  minerálních živin a inokulum mikroorganismů). Tento Head-
space test je založen na stanovení oxidu uhličitého v plynné a kapalné fázi. [5]  
4.3 Biodegradace podle podmínek 
4.3.1 Aerobní biodegradace 
Tento způsob přeměny rozpných látek si je nejvíce podobný s metabolismem tuků a lipidů. 
Principem je sekvenční oxidace ropných uhlovodíků prostřednictvím specifických oxidáz 
(enzymů katalyzujících konkrétní oxidační krok) přes alkohol, aldehyd a kyselinu, která se 
následně zapojuje do tzv. Krebsova cyklu (stěžejní buněčný cyklus katabilického 
metabolismu). Tento proces je také označován jako β-oxidace z důvodu, že je transformován 
až druhý uhlík v pořadí od funkční skupiny. Tato terminologie je odvozena z oxidace 
mastných kyslin, které jsou vedle glycerolu klíčovou komponentou tuků a vykazují díky svým 
dlouhým uhlovodíkovým řetězcům největší podobu s řetězci ropných uhlovodíků. [6]  
 4.3.2 Anaerobní oxidace 
Když porovnáme anaerobní metabolismus oproti aerobnímu, zjistíme, že anaerobní 
metabolismus je oproti svému konkurentovi méně výhodným způsobem. Organismus získá 
v absolutním vyjádření podstatně méně energie než při aerobním procesu. Výhodu mají tzv. 
fakultativní mikroorganismy, které disponují oběma typy metabolismu a v momentě, kdy 
vyčerpají veškerý kyslík jako zdroj elektronového akceptoru, jsou schopné přepnout svou 
látkovou výměnu do režimu anoxického (např. kvasinky).  
Anaerobní mikroorganismy jsou závislé výhradně na zisky vyplývající z jim příslušného 
mechanismu, který mají ve své zásobě metabolických nástrojů. Anaerobní rozklad je v 
principu podobný aerobnímu s tím rozdílem, že mají jako akceptor elektronu figurující látky 
typu dusičnany, sírany, železité a manganičité ionty. U ropných uhlovodíků je možný i 
radikálový mechanismus, ale v tomto případě musí být mikroorganismus vybaven vhodnými 
ochrannými nástroji před výrazně toxičtějšími radikálovými meziprodukty. [6]  
4.3.2 Příklady čištění odpadních vod 
4.3.2.1 Biofiltry 
Nádrže, které jsou vyplněné kusovým materiálem, jež je zkrápěn mechanicky předčištěnou 
odpadní vodou. Po určité době zapracování se na náplni vytvoří slizovitý povlak 
mikroorganismů. [7]  
4.3.2.2 Rotační disky 
Nosič biofilmu se otáčí na hřídeli a je plně nebo částečně ponořen do čištěné odpadní 
vody.[7]  
14 
 
4.3.2.3 Aktivační nádrže 
Při čištění splaškových či průmyslových vod jsou aktivační nádrže nejrozšířenější 
biologickou metodou. Při této metodě čištění je odpadní voda přivedena do styku s tzv. 
aktivovaným kalem (směs různých druhů bakterií – houby, plísně, kvasinky…) za 
intenzivního provzdušňování v nádržích. [7]  
4.4 Odběr vzorku, analýza vzorku – stanovení počtu uhlovodíků 
Degradace ropy se sleduje buď na vzorcích, které si dokážeme sami v laboratoři připravit, 
nebo se vzorky odebírají přímo z terénu, a to tak, že se odebere vzorek půdy nebo vody např. 
v blízkosti ropné havárie, vhodnou technikou se dá do sterilní uzavíratelné lahvičky a 
následně umístí do chladícího boxu opatřeného ledem. Takto sejmutý vzorek může okamžitě 
být převezen do laboratoře. 
V laboratoři je potom provedena analýza, jejíž výstupem bude stanoveno celkové složení 
ropy, resp. jaké uhlovodíky ropa obsahuje. Tato analýza se nejčastěji provádí plynovou 
chromatografií. [8]  
4.5 Gravimetrická analýza 
Gravimetrické analýzy jsou obecně prováděny v tomto pořadí: 
- Odebere se známé a reprezentativní množství vzorku, které se před analýzou zpracuje 
- Vzorek se převede do roztoku 
- Roztok vzorku se kvantitativně sráží známým činidlem na vylučovací formu 
- Nastává doba zrání sraženiny 
- Vylučovací forma se převede na formu k vážení (např. kalcinací) 
- Zváží seformy k vážení 
- Nakonec se zjistí složení vzorku 
Část připraveného mikrobiálního roztoku se vpraví do separační nádoby. Po určité době se 
vodná fáze, která obsahuje bakteriální buňky, separuje se zbylým množství ropy. Přičemž 
zbylé množství ropy je extrahováno pomocí dichlormethanu. [8]  
Výpočet složení vzorku (množství ropy v %) se pak vypočte z následujícího vztahu: 
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4.6 Plynová chromatografie 
Plynová chromatografie, dále GC, je separační technika, která se využívá ke stanovení 
těkavých látek bez ohledu na skupenství. GC má obrovské využití v chemickém, 
petrochemickém a farmaceutickém průmyslu. Hlavním principem GC je migrace stanovované 
látky mezi dvěmi fázemi. Jedna z možných variant GC je rozdělovací plynová chromatografie 
(GLC – Gass liquid      Chromatography), která má na inertním nosiči zakotvenou jako 
stacionární fázi kapalinový film. Jako stacionární fáze se zde používají polyestery, 
polyethylenglykoly, polypropylenglykoly či polysiloxany. V případě, že stacionární fázi tvoří 
adsorbent, mluvíme o adsorpční plynové chromatografii - GSC (Gass-solid Chromatography). 
Jako adsorbent se zde používá například aktivní uhlí nebo silikagel. 
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Úkolem mobilní fáze je transportovat složky kolonou. Mobilní fází může být např. dusík, 
vodík, argon nebo helium. Přičemž tento nosný plyn musí být zbaven veškeré vlhkosti a 
nečistot. K dávkování plynů se nejčastěji používají injekční stříkačky. Poté se nastaví 
optimální hodnota teploty v koloně a následně v dávkovači, která bývá o desítky stupňů celsia 
vyšší. [9]  
 
 
Obr. 4: Schéma kapalinového chromatografu [9] 
4.6.1 Dvourozměrná plynová chromatografie (GC X GC) 
Technika, která se používá při analýze složitých vzorků, které nelze analyzovat běžnými 
technikami plynové chromatografie, například benzinu a ropy, ekologických znečišťujících 
látek, parfémů a aromat, příchutí, tabáku a vzorků z místa požáru. 
Jelikož jde o dvourozměrnou plynovou chromatografii, tak se zde používají dvě kolony za 
sebou. Rychlým ochlazením první kolony se špička selektivně rozdělí na malé části a 
následně prudkým zahřátím vtříkne do druhé kolony. Přičemž se tyto cykly neustále opakují. 
K ochlazení první kolony se obvykle používá kapalný dusík nebo oxid uhličitý. [10]  
4.7 Termická analýza 
V přídapě zahřívání nebo ochlazovaní vzorku dochází k různým změnám jeho vlastností, 
které můžeme sledovat pomocí různých termických metod. [11]  V této práci byla využita 
metoda termické analýzy jako je kalorimetrie a termogravimetrie. 
4.7.1 Mikrokalorimetrie 
Kalorimetrie je disciplína, pomocí které můžeme sledovat v průběhu měření různé tepelné 
změny. Kalorimetrické experimenty probíhají za přesně daných podmínek (konstantní teplota 
nebo objem). Kalorimetrické studie zahrnují různé metody -  titrační kalorimetrie, průtoková, 
reakční či sorpční. Všechny tyto metody můžeme dělit podle principu měření (tepelná 
kompenzace, akumulace), metod operace (statické, průtokové, skenovací) nebo podle 
konstrukce (počet cel). [11]  
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4.7.1.1 TAM III 
Multikanálový mikrokalorimetr nabízí využití při experimentech jako je například 
izotermická titrační kalorimetrie, stanovení rozpouštěcího tepla, studium tepelných změn při 
růstu mikroorganismů ve vzorku nebo studium vlivu vlhkosti na chování vzorku. Pomocí 
tohoto kalorimetru jsme schopni [12] : 
- stanovit rozpouštěcí teplo/entalpii 
- stanovit entalpii micelizace při titračních experimentech 
- sledovat stárnutí materiálů (zvyšování koncentrace mikroorganismů ve vzorku) 
- analyzovat tepelnou stabilitu materiálů v čase a odezvu materiálů při změnách okolní 
teploty 
4.7.1.1.1 Instrumentace TAM III 
Základ mikrokalorimetru tvoří unikátní termostat, který je schopen rozpoznat teplotní 
rozdíly už o 0,0001°C, který může pracovat v izotermickém, krokově izotermickém nebo 
teplotně skenovacím režimu. Další klíčovou součástí je soubor 4 různých kalorimetrů s 
rozdílnými objemy měřicí cely a různým použitím (nanokalorimetr, mikrokalorimetr, 
multikalorimetr se šesti minikalorimetry a rozpouštěcí kalorimetr). Všechny kalorimetry lze 
používat současně pro rozdílné typy experimentů. Jediným omezením je nutnost nastavení 
stejného teplotního režimu pro všechny současně používané kalorimetry. [12]  
 
Obr. 5: Multikanálový mikrokalorimetrTAM III [12] 
 
 
 
 
 
Obr. 6: Soustava 4 různých kalorimetrů v TAM III [12] 
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Obr. 7: Různé typy měřících cel pro mikrokal TAM III a TAM Air [12] 
 
 
Obr. 8: Pumpa pro řízení titrace [12] 
 
Obr. 9: Multikalorimetr se 6 minikalorimetry (4 ml) - stárnutí vzorku, biodegradace [12] 
V této bakalářské práci byl pro experimenty použit modulární kalorimetr TAM III, který je 
opatřen šesti 4ml ampulemi.  
4.7.2 Termogravimetrie 
Termogravimetrie (TG) je základní metoda termické analýzy, studuje změny hmotnosti, 
které probíhají v měřeném systému v závislosti na teplotě. Výsledkem je termogravimetrická 
křivka, která znázorňuje závislost hmotnosti na teplotě nebo na čase a lze z ní odečíst teploty 
hmotnostních změn. Odvozenou metodou je derivační termogravimetrie (DTG), která nám 
vedle běžné TG křivky poskytuje i její první derivaci pro snadnější vyhodnocení. [13]  
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Obr. 10: Porovnání křivek DTG a TG, na TG křivce je popsán zlom, BCD - schod, B-počátek schodu, 
C- inflexní bod, D- konec schodu, Bi je počáteční teplota, Di je konečná teplota, BiDi reakční interval, 
FG - výška schodu, AB - přední základní čára, DE- zadní základní čára [13] 
4.7.2.1 Faktory ovlivňující termogravimetrii 
Termogravimetrickou analýzu ovlivňuje řada faktorů, které je nutné před spuštěním 
experimentu zvážit. Volba těchto parametrů má zásadní vliv na výsledek analýzy resp. na tvar 
TG- křivky. Jde o:  
 
- přípravu vzorku (navážka, velikost částic, homogenita, napěchování vzorku), 
- tvar a velikost nosiče (kelímku), 
- pecní atmosféra, pecní tlak a vlhkost,  
- teplotní režim.  
 
Při přípravě vzorků je nutné, aby byl vzorek homogenní a reprezentoval analyzovaný 
materiál, aby měl stejnou velikost částic a nebyl např. znečištěn. Obecně lze uvést, že jemně 
rozetřená pevná látka je reaktivnější oproti hrubozrnné (větší povrch, větší reaktivita). 
Dochází u ní k snížení teplot počátku i ukončení reakce, k jejímu urychlení. 
 Rovněž navážka vzorku při zachování uniformní velikosti částicovlivní výsledný tvar TG- 
křivky, viz Obr. 11. Je to způsobené nerovnoměrným ohřevem vzorku (dáno omezenou 
tepelnou vodivostí vzorku apod.). [13]  
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Obr. 11: Vliv hmotnosti vzorku na tvar TG křivky při několika měřeních CaC2O4.H2O s teplotním 
programem 5oC/min; a) 126 mg, b) 250 mg, c) 500 mg [13] 
4.7.2.2 Vyhodnocení TG křivek 
Výsledkem termografické analýzy je gravimetrická křivka. Z Obr. 12 vpravo je jasné, že na 
ose y mohou být jednotky hmotnosti (mg) nebo v procentech původní hmotnosti (%), přičemž 
na ose x je teplota nebo čas. Nejčastěji se z důvodu porovnávání výsledků používá kombinace 
y = původní % hmotnosti, x = teplota. Z TG křivek, pro které jsou typickými útvary zlom a 
plato lze odečíst: 
oblasti beze změn - plato (oblast termické stability),  
oblasti se změnami hmotnosti (úbytek nebo nárůst), 
dílčí hmotnostní úbytek, 
celkový hmotnostní úbytek. 
Jednotlivé termíny jsou uvedeny na Obr. 12. Na TG křivce se mohou vyskytovat "úseky", 
které nesouvisí s měřeným vzorkem např. vliv klesající hustoty pecní atmosféry se stoupající 
teplotou nebo vliv rychlosti průtoku plynu atd. Výrazná deformace křivek je způsobena 
rozdílem mezi teplotou vzorku a teplotním programem, křivka pak ztrácí lineární charakter a 
vede k deformaci křivek jednotlivých metod. Jedná se o velmi častý jev, který se musí 
počítačově upravit linearizací teploty. [13]  
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Obr. 12: Křivky termických analýz: vlevo křivka diferenční termické analýzy (DTA), uprostřed křivka 
diferenční skenovací kalorimetrie (DSC), vpravo křivka termogravimetrické analýzy [13] 
4.7.2.3 Instrumentace TGA 
Přístroje pro TG se skládají z elektrické pece, analytických vah, nosičů vzorků, zařízení pro 
měření a řízení teploty a registračního zařízení - počítače. Vlastní termogravimetrická analýza 
probíhá na termovahách. Používají se tři upořádání resp. umístění termovah vůči peci:  
- vertikální se vzorkem zavěšeným na mechanismu termovah, 
- vertikální se vzorkem položeným na mechanismu termovah - plnění shora,   
- horizontální.  
 
V současné době se používá u všech třech typů kompenzační metody měření hmotnosti - 
vzorek je po celou dobu měření umístěn na stejném místě a případná změna hmotnosti je 
kompenzována pohybem na opačnou stranu a vzorek se hned vrátí do původní polohy před 
změnou. Ta je snímána nejčastěji optickým senzorem. Měřený vzorek je v kelímku umístěném 
na termočlánku, který snímá aktuální teplotu. Materiálem kelímku je nejčastěji platina, 
korund popř. oxidová keramika (ZrO2 apod.). Vždy je potřeba zvážit oblast stability materiálu 
nosiče. [13]  
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Obr. 13: Vertikální (častější) uspořádání termogravimetrických vah [13] 
 
4.8 Optické metody 
Jsou založené na studiu elektromagnetického záření s hmotou interagujícího nebo hmotou 
vysílaného. Metody se klasifikují podle toho, jestli látka ovlivňuje vlastnosti procházejícího 
záření nebo jestli dochází k výměně energie v soustavě látka-záření. Podle toho pak 
rozlišujeme metody spektrální a nespektrální, absorbční či emisní.  
 V pro studium degradace nafty pomocí vybraných bakteriálních kultur byly vybrány 
metody absorbční, a sice UV-VIS spektrometrie a FT-IR (ATR) spektrometrie. 
4.8.1 UV-VIS spektrometrie 
UV/VIS spektrometrie je založena na absorpci elektromagnetického záření vzorkem.  Ze 
závislosti množství světla na jeho vlnové délce absorbované vzorkem lze získat cenné 
informace, jako je například čistota vzorku. Navíc množství absorbovaného světla je úměrné 
množství vzorku a optická spektroskopie tak umožňuje i kvantitativní analýzu. 
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Energie světla pravidelně osciluje mezi minimem a maximem jako funkce času – jako vlna. 
Vzdálenost mezi dvěma maximy nebo dvěma minimy, resp. elektromagnetickými vlnami je 
definována jako vlnová délka uvedená v nanometrech (nm). Součet všech složek, tj. všech 
vlnových délek, se nazývá spektrum. Přesněji řečeno spektrum představuje distribuci zářivé 
energie. UV oblast je v rozmezí 200 až 400 nm, zatímco viditelná oblast je v rozsahu cca 400 
až 800 nm. 
UV/VIS spektrometrie se obvykle používá pro organické molekuly, anorganické ionty nebo 
komplexy v roztocích, i když pevné materiály jako fólie nebo skla mohou být analyzovány 
také. Získaná UV/VIS spektra jsou velmi užitečná pro kvantitativní měření určité sloučeniny. 
Ve skutečnosti koncentrace analytu v roztoku lze stanovit měřením absorbance při určité 
vlnové délce. Z hodnoty absorbance vzorku může být vypočtena jeho koncentrace. UV/VIS 
spektroskopie je měřicí technika, ve které se získává záznam absorpční spektra různých 
vzorků pomocí ultrafialového (UV) a viditelného světla (VIS) spektrometrem. 
Při průchodu průhlednou kyvetou naplněnou roztokem vzorku je intenzita světla zeslabená 
přímo úměrně koncentraci vzorku. Jinými slovy, více koncentrovanější roztoky vzorky 
absorbují více světla. Kromě toho zeslabení je také úměrné délce kyvety; delší kyveta povede 
k vyšší absorpci světla [14]  
dcA  , 
kde A je absorbance (-), ε je molární absorbční koeficient (l/cm∙mol) , c je koncetrace (mol/l) 
a d je tloušťka kyvety (cm) 
4.8.2 FT-IR spetrometrie (ATR) 
Principem metody je absorpce infračerveného záření (elektromagnetického) při průchodu 
vzorkem, při níž dochází ke změnám rotačně vibračních energetických stavů molekuly v 
závislosti na změnách dipólového momentu molekuly. Analytickým výstupem je infračervené 
spektrum, které je grafickým zobrazením funkční závislosti energie, většinou vyjádřené v 
procentech transmitance (T) nebo jednotkách absorbance (A) na vlnové délce dopadajícího 
záření.  
 
Obr. 14: Michelsonův interferometr [17]  
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Transmitance (propustnost) je definována jako poměr intenzity záření, které prošlo 
vzorkem (I), k intenzitě záření vycházejícího ze zdroje (Io).  
Absorbance je definována jako dekadický logaritmus 1/T. Závislost energie na vlnové délce 
je logaritmická, proto se používá vlnočet, který je definován jako převrácená hodnota vlnové 
délky a tedy uvedená závislost energie na vlnočtu bude funkcí lineární.  
FT-IR spektrometry jsou přístroje pracující na principu interference spektra, které na rozdíl 
od disperzních přístrojů měří interferogram modulovaného svazku záření po průchodu 
vzorkem. Tyto přístroje vyžadují matematickou metodu Fourierovy transformace, abychom 
získali klasický spektrální záznam. FT-IR spektrometry vykazují celou řadu výhod. Při 
měření dopadá na detektor vždy celý svazek záření. Takové uspořádání umožňuje i 
experimenty, při nichž dochází k velkým energetickým ztrátám, tj. měření silně absorbujících 
vzorků nebo měření s nástavci pro analýzu pevných či kapalných vzorků v odraženém světle - 
reflektanční infračervená spektroskopie. Rozvoj FTIR spektrometrie umožnil i rozvoj 
infračervené mikroskopie. [15]  
ATR (zeslabená totální reflaktance) je technika, která je vhodná pro měření vzorků silně 
absorbujících infračervené záření (vodné roztoky, emulze). Jedná se o účinnou rychlou 
metodu, která vyžaduje minimální přípravu vzorku pro analýzu. ATR analýza vzorků FTIR 
spektrometrií je rychlá, může být automatizována a eliminuje použití toxických rozpouštědel. 
  Technika je založena na principu násobného úplného odrazu záření na fázovém rozhraní 
měřeného vzorku a měřícího krystalu z materiálu o vysokém indexu lomu. Krystal je většinou 
planární, ve tvaru lichoběžníkového hranolu. Svazek paprsků je přiveden do krystalu 
soustavou zrcadel tak, aby úhel dopadu na fázové rozhraní vyhověl podmínce totálního 
odrazu. Měřený vzorek je v dokonalém kontaktu s ATR krystalem a záření proniká částečně 
do analyzovaného materiálu. Pokud měřený vzorek absorbuje 9 záření o určité frekvenci, pak 
tato složka bude v totálně odraženém světle zeslabena. [15]  
 
Obr. 15: Totální odraz na rozhraní ATR hranol – vzorek [17] 
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5 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
 
TRUPTI, Vyas K. a B. P. DAVE se v roce 2006 ve své práci[18] zabývali experimenty, 
kterými dokazovali,jaký vliv má koncentrace, teplota a pH ropy na růst bakterií a degradaci 
ropy. 
Došli k závěru, že bakterie vykazují největší růst a schopnosti degradace ropy právě při 
svých pH optimech, ideálních koncentracích a  optimálních teplotách, při kterých degradace 
probíhá. Všechny tyto faktory jsou pro každý MO jiné. Např. Pro M. Albus to je teplota 30°C 
 a pH 7. 
V.G. GRISHCHENKOVa spol. v článku [19] studovali degradaci ropy a ropných 
produktů za aerobní a anaerobních podmínek. K čemuž používali metody jako jsou GC/MS 
(Chromatografie v kombinaci s hmotnostní spektrometrií), chromatografie (Dionex – UV/VIS 
detektor). 
Za aerobních podmínek  se ropa před použitím podrobí umělému stárnutí (tzn. že se její 
objem sníží o ≈ 25%). Pro získání inokula byly buňky vybraných kultur resuspendovány 
v minimálním množství média, které nebyly vystaveny odplynění. Aerobní experimenty byly 
prováděny v objemu 100 ml séra, v lahvích opatřenými pěnovými zátkami. Objem média v 
reaktoru byl zvolen na 10 ml. 
Inkubace média byla provedena na rotační třepačce při téměř 200 otáčkách/min. při 28 °C 
po dobu 10 dnů. 
Za anaerobních podmínek byl z připraveného média vařením odstraněn kyslík a následně 
po dobu 15 minut ochlazován v atmosféře dusíku. Médium pak bylo nalito do bioreaktorů, 
které se následně nechalo se probublávat dusíkem po dobu dalších 10 minut, přičemž vše bylo 
utěsněno polybutyrátovou zátkou a hliníkovým těsněním. Zbytkový molekulární kyslík byl 
chemicky vázán - přidáním reduktoru - buď cystein (0,025%) nebo kyselina askorbová (0,2 
mM). Jako alternativní akceptor elektronů v anaerobních podmínkách byl použit dusičnan 
draselný (20.1.-4.01. mg / l média). Poté byla ropa pomocí injekční stříkačky po kapkách 
doplňována do média. Za účelem získání inokulabyly pěstovány bakteriální kultury v Lauria 
Broth (LB) – (10g NaCl, 10 Tropton, 5g kvasnicového extraktu). Aby se v anaerobním 
syntetickém médiu dosáhlo koncentrace 5∙109 (buněk / ml), musely být buňky vysráženy. Při 
anaerobním experimentu se inkubace provádí na rotační třepačce při 200 ot./min. při 28 ° C 
po dobu 50 dnů. 
Při svých experimentech přišli na to, že degradace za aerobních podmínek je daleko více 
výhodnější než degradace za anaerobních podmínek. 
CRITTER, Silvana A.M, Sueli S FREITAS a Claudio AIROLDI [20] ve svých 
pokusech sledovali metabolickou aktivitu bakterií a plísní (hub) v Brazilských půdách 
přídavkem jiné organické látky. V prvé řadě analyzovali vzorek jako takový – zjišťovali jeho 
pH a za pomocí absorpční spektrometrie nebo plamenové fotometrie i podíl jednotlivých 
iontů. 
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Dále byl měřen tepelný účinek vzorku na izotermickém kalorimetru LKB 2277. K vzorku 
půdy se přidalo 0,25 cm3 suspenze z hub nebo bakterií. Jako referentní ampule byla použita 
ampulka, která obsahovala 1 cm3 destilované vody. Měření bylo prováděno vždy v 1., 7., 14., 
21., 28. a 35. dnu inkubace, přičemž tyto ampulky byly skladovány ve speciální místnosti 
s přesně regulovanou teplotou 298 ± 3 K. Po jedné hodině stabilizace byla pro každé 
měřenízaznamenána základní linie tepelného účinku. Výsledný pík byl integrován a získaná 
hodnota plochy píku zaznamenána do grafu v závislosti na čase inkubace.  
Vědci těmito experimenty zjistili, že daleko větší tepelný účinek byl vyvolán přídavkem 
kravského hnojiva než kompostu. To znamená, že přídavek organického materiálu včetně 
příspěvku pH mění velkou škálu podmínek pro rozvoj bakterií. 
BUCHHOLZ a spol. v roce 2007 vydali publikaci [21] ve které studovali kinetiku 
polycyklických aromatických uhlovodíků s použitím izotermické titrační kalorimetrie. 
Výstupy kalorimetrických signálů byly jak pro sterilní médium, tak i pro neaktivní bakterie 
naprosto stejné - během povrchových interakcí ukazují absenci produkce tepla. 
Rozdíl mezi předpokládaným teplem (7.0 mJ) a mezi naměřeným teplem (3.27-0.27 mJ) 
můžou vysvětlovat nestálé změny ve složení biomasy. 
MARIANA a spol. se v práci [22] zabývali izotermickou titrační kalorimetrií. Ve svých 
pokusech studovali 3 druhy bakterií (Mycobacterium frederiksbergense, Rhodococcus 
erythropolis, Pseudomonas putida), které izolovali z kontaminované půdy. Následně pomocí 
plynové chromatografie stanovili jejich koncentrace. Kalorimetrickým měřením bylo zjištěno, 
že ITC jako nová metoda poskytuje řadu výhod – je velice přesná díky svým citlivým 
senzorům a je také vhodná pro určení parametrů biodegradace i za extrémně nízkých 
koncentrací nečistot. 
XILAI ZHENG a spol.  
[23] v roce 2010 vydali článek, ve kterém díky svým pokusům popsali degradační kinetiku 
vodních/půdních systémů znečištěných ropou. A došli k závěru, že ve vodných roztocích se 
rychlost degradace rapidně zvyšuje. Kinetika rozpadu ropy probíhá podle kinetické rovnice 
prvního řádu. Studie ukazují, že po dlouhodobé přítomnosti odpadních vod v půdách se 
vyskytují mikrobiální komunity. 
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6 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST: 
6.1 Použité chemikálie 
Nutrient Broth 
Bakteriální kultury (Pseudomonas putida, Pseudomonas chlororaphis) 
síran amonný, Lach-Ner s.r.o, ČR 
dihydrogenfosforečnan draselný, Lach-Ner s.r.o, ČR 
hydrogenfosforečnan sodný, Lach-Ner s.r.o, ČR 
síran hořečnatý, Lach-Ner s.r.o, ČR 
destilovaná voda 
motorová nafta 
glukóza, Lach-Ner s.r.o, ČR 
 
6.2 Použité přístroje 
Modulární mikrokalorimetr TAM III, TA Instruments, USA 
Centrifuga U-32 R, BOECO, Německo 
Nanofotometr P-Class P 300, Implen, Německo 
FT–IR spektrometr Nicolet iS50 s nástavcem ATR 
 
6.3 Příprava zásobních roztoků a vzorků 
6.3.1 Příprava tekutého NB média (Nutrient Broth), inakola 
(w/1% Pepton, celkové pH (při 25°C) 7,4 ± 0,2, koncentrace 25 g/l) – složení v [g/l]: 
- hovězí extrakt 10 g/l 
- Chlorid sodný 5 g/l 
- Peptid s obsahem zvířecí tkáně 10 g/l 
2,5 g této látky bylo následně spolu se 100 ml destilované vody převedeno do 
Erlenmayerovy baňky. Přičemž bylo vytvořeno médium zvlášť pro obě kultury. Takto 
připravené roztoky v baňce byly uzavřeny vatovou zátkou a obaleny alobalem. Poté se oba 
roztoky nechaly na 55 minut sterilovat v tlakovém hrnci napuštěného malým množstvím 
vody. Po uplynulém čase byly obě baňky přemístěny do sterilního boxu, kde se následně do 
každé z nich v blízkosti kahanu naočkovaly vybrané kultury bakterií (Pseudomonas putida a 
chlororaphis). Nakonec se takto připravený roztok nechal na 24 hodin kultivovat na třepačce 
při 30°C.  
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6.3.2 Příprava minerálního (produkčního) média  
Pro přípravu 2 l minerálního média bylo potřeba navážit 6 g (NH4)2SO4; 2,04 g KH2PO4; 
22,2 g NaH2PO4; 0,4 g MgSO4. Po přidání 2 l destilované vody byl tento roztok přemístěn do 
autoklávu a nechal se přes noc sterilovat. Poté byl roztok rozlit po 200 ml do 10ti 
Erlenmayerových baněk.  
6.3.3 Příprava roztoků pro měření 
Celkem byly připraveny dvě sady roztoků o různých koncentracích (Blank, 1 g/l, 5 g/l, 10 
g/l a 20 g/l). Přičemž do minerálního média bylo vždy přidáváno 0,2 ml bakteriální kultury a 
vypočítané množství motorové nafty: 
Roztoky pro UV-VIS: 
- 1 g/l (0,24 ml), 5 g/l (1,19 ml), 10 g/l (2,38 ml), 20 g/l (4,76 ml). 
Roztoky pro kalorimetrii: 
- 1 g/l (0,002 ml), 5 g/l (0,009 ml), 10 g/l (0,018 ml), 20 g/l (0,036 ml). 
 Veškerá práce byla prováděna ve sterilním boxu v blízkosti kahanu. 
6.4 Měření na kalorimetru TAM III 
Kalorimetrické měření bylo prováděno z důvodu zjištění intezity tepelného toku obou 
bakteriálních kultur ve svých minerálních médiích obsahující různé přídavky motorové nafty. 
- Bylo naplněno celkem 6 ampulí o objemu 4 ml, do kterých se ve vybraných 
koncentracích (blank, 5 g/l a 20 g/l) plnily roztoky minerálního média o objemu 1,5 ml 
obsahující vždy vybranou bakteriální kulturu. 
- Ampule byla očištěna od otisků prstů a jiných nečistot a postupně  zasouvána do 
přístroje. 
- Vzorky byly temperovány na teplotu 30 °C po dobu 45 minut. 
- Doba experimentu 72 hodin. 
6.5 Měření na UV-VIS 
Měření roztoků obou bakteriálních kultur pomocí UV-VIS spektrometru sloužilo ke 
stanovení biomasy. Tzn. aby bylo možné stanovit nějakou vhodnou metodou, např. vážením 
či odhadem z objemu, množství namnožené bakteriální kultury. Tento údaj pak poskytuje 
informace o schopnosti degradability těchto dvou vybraných bakterií. 
6.5.1 Příprava na měření 
Byly připraveny dvě sady odměrných zkumavek po pěti a stejné množství centrifugačních 
zkumavek. Přičemž do každé odměrné zkumavky bylo napipetováno 15 ml minerálního 
média obsahující příslušnou bakteriální kulturu. Veškerá práce byla opět prováděna ve 
sterilním boxu, aby se zamezila případná kontaminace minerálního média. Poté se 
odpipetovalo 10 ml z každé odměrné zkumavky do odstředivé zkumavky a roztok se nechal 
stáčet 3 minuty při 6000 otáčkách za minutu. Po skončení centrifugace byl supernatant slit do 
výlevky. Zbylých 5 ml roztoku bylo použito na stanovení UV-VIS spektrometrií. 
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6.5.2 Postup a nastavení měření 
Měření bylo prováděno při vlnové délce 630 nm. Takto nastavený spektrometr byl 
kalibrován na blank, kterým v tomto případě byla destilovaná voda. Měření bylo prováděno 
ve zúžené kyvetě a pro každou koncetraci alespoň dvakrát.  
6.5.3 Stanovení obsahu biomasy 
6.5.3.1 Kalibrace stanovení 
Obsah biomasy byl stanovován spektrometrickou metodou měření zákalu. Kalibrační 
křivka byla získána měřením absorbance suspenze buněk o známé koncentraci, ředěných 
destilovanou vodou na vhodnou koncentraci. [24]  
6.5.3.2 Stanovení biomasy v jednotlivých kultivacích 
Po skončení kultivace byl u vzorků stanoven obsah biomasy. Každý vzorek bylo nutné 
naředit tak, aby hodnota absorbance měřená oproti destilované vodě byla zahrnuta ve 
sestrojené kalibrační křivce. [24]  
6.6 Měření na FT–IR spektrometru Nicolet iS50 s nástavcem ATR 
Při měření na IČ spektrometru s Fourierovou transformací byl použit uhlíkový nástavec 
ATR (snížená reflektance), který slouží k měření kapalných vzorků. Měření bylo prováděno 
oproti slepému vzorku, který v tomto případě byla destilovaná voda obsahující ropu. 
Nastavení měření: 
- V softwaru se v prvé řadě nastaví kolikrát chceme daný vzorek měřit. V tomto případě 
bylo nastaveno 64 scannů.  
- Rozlišení bylo nastaveno na 8 cm-1. 
- Před začátkem měření byl změřen slepý roztok. 
- Jednotlivé vzorky se měří tak, že se jednoduše kápne malé množství přímo na ATR 
krystal. 
- Doba experimentu 46 sekund. 
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7 VÝSLEDKY A DISKUSE 
7.1 Kalorimetriké měření 
Výstupem z kalorimetru TAM III je závislost tepelného toku (W) na čase (s). Pokud jsou 
píky orientovány od osy x nahoru, tak jde o exotermní proces. V opačném případě jde o 
proces endotermní. Kalorimetrické studie interakcí motorové nafty a bakteriálních kultur 
Pseudomonas Putida a Pseudomonas Chlororaphis dosud nebyly v literatuře popsány. 
Nejpříbuznější experiment byl [22] s tím rozdílem, že jako metodu použili ITC. 
 Při tomto experimentu se studovala především uplatnitelnost kalorimetrické metody a 
také schopnost degradability obou kultur bakterií. 
7.1.1 Měření intenzity tepelného toku 
 Pro měření intenzity tepelného toku byly vybrány dvě potenciálně nejvýraznější 
koncentrace obou kultur bakterií, a to 5 g/l a 20 g/l. K těmto koncentracím patřil i referenční 
roztok (blank), který však místo motorové nafty obsahoval glukózu a to z toho důvodu, 
abychom si mohli srovnat tvar křivky, protože glukóza je pro bakterie přirozeným zdrojem 
uhlíku. 
 
Obr. 16: Měření roztoků s obsahem PP a PCH v závislosti tepelného toku na čase 
Z obr.16 je zřetelné, že intenzita tepelného toku rodu bakterie Pseudomonas Putida je ve 
srovnání s Pseudomonas Chlororaphis vyšší. Dále si můžeme všimnout, že když srovnáme 
stejné koncetrace obou bakterií, tak nárůst tepelného toku v závislosti na čase je u rodu 
Pseudomonas Putida rychlejší. Dále můžeme říci, že pokles intezity tepelného toku je v obou 
případech odlišný a to tak, že u rodu Pseudomonas Putida se intezita tepelného toku blíží 
k nule poměrně delší dobu, zatímco u Pseudomonas Chlororaphis je intenzita tepleného toku 
rovná nule už okolo 30ti hodin. 
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 Z toho jednoduše vyplývá, že Pseudomonas Putida je schopna efektivněji degradovat 
motorovou naftu než Pseudomonas Chlororaphis. Také si můžeme povšimnout, že křivky 
jednotlivých koncentrací nemají svůj počátek v nule. Má to především na svědomí fakt, že se 
vzorky 45 minut před měřením musely v kalorimetru temperovat na teplotu 30°C. 
7.2 UV-VIS spektrometrie 
7.2.1 Měření absorbance v závislosti na čase 
 
Obr. 17: Závislost změny absorbance na čase rodu Pseudomonas Chlororaphys koncetracích 
blank, 5 g/l, 10 g/l a 20 g/l. 
 
 
Obr. 18: Závislost změny absorbance na čase rodu Pseudomonas Putida v koncetracích blank, 
5 g/l, 10 g/l a 20 g/l. 
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Na obr. 18 a obr. 19 jsou srovnány změny absorbancí v koncentracích roztoku 5 g/l a 20 
g/l. Na první pohled můžeme říci, že výraznější nárůst absorbancí má rod Pseudomonas 
Putida, což opět dokazuje lepší degradabilitu motorové nafty touto bakterií než u rodu 
Pseudomonas Chlororaphis. Platí zde pravidlo – čím vyšší koncentrace bakteriální kultury 
v roztoku, tím větší dopad na degradaci motorové nafty.  
7.2.2 Kalibrace metody  
Kalibrační závislost množství suché biomasy byla stanovena z hodnot spektrometrického 
měření zákalu suspenze buněk při vlnové délce .630 nm  
7.2.2.1 Stanovení biomasy 
 
 
Obr. 19: Kalibrační závislost stanovení biomasy [24] 
 
Z grafické závislosti absorbance na koncentraci biomasy byla stanovena kalibrační rovnice 
xy 0977,2 . Regresní koeficient je 995,0
2 R . [24]  
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Tabulka 1: Obsah biomasy Pseudomonas Putida 
    PP   
  Čas (h) Absorbance (-) Koncentrace biomasy (g/l) 
Blank 
24 0,1650 0,0787 
48 0,1995 0,0951 
72 0,5955 0,2839 
1 g/l 
24 0,1755 0,0837 
48 0,2430 0,1158 
72 0,9565 0,4560 
5 g/l 
24 0,5275 0,2515 
48 0,5600 0,2670 
72 0,6015 0,2867 
10 g/l 
24 0,2075 0,0989 
48 0,2240 0,1068 
72 0,7675 0,3659 
20 g/l 
24 0,2110 0,1006 
48 0,3390 0,1616 
72 0,8520 0,4062 
 
 
Obr. : Grafické znázornění nárustu biomasy PP v závislosti na čase  
 
 
 
 
 
0
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
0,3
0,35
0,4
0,45
0,5
24 48 72
K
o
n
ce
n
tr
ac
e
 (
g/
l)
 
Čas (h) 
Blank
1 g/l
5 g/l
10 g/l
20 g/l
33 
 
Tabulka 2: Obsah biomasy Pseudomonas Chlororaphis 
    PCH   
  Čas (h) Absorbance (-) Koncentrace biomasy (g/l) 
Blank 
24 0,3910 0,1864 
48 0,6010 0,2865 
72 0,7260 0,3461 
1  g/l 
24 0,1890 0,0901 
48 0,3395 0,1618 
72 0,5810 0,2770 
5  g/l 
24 0,5275 0,2515 
48 0,5600 0,2670 
72 0,6015 0,2867 
10  g/l 
24 0,2410 0,1149 
48 0,3575 0,1704 
72 0,4420 0,2107 
20  g/l 
24 0,1195 0,0570 
48 0,2905 0,1385 
72 0,5195 0,2477 
 
 
Obr. : Grafické znázornění nárustu biomasy PCH v závislosti na čase  
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7.3  FT-IR spetrometrie 
 
Obr. 20:Degradace nafty bakteriemi Pseudomonas putida a P. chlororaphis 
 
 Poloha píků ve spektrech je přesně dána tím, jaké vazby a mezi jakými atomy se ve vzorku 
vyskytují. Každá vazba je charakterizovaná tím, jakou vlnovou délku spektra absorbuje. Z 
čehož lze jednoznačně určit složení vzorku podle polohy píku - v tomto konkrétním případě 
lze z následujíc závislosti poznat, že v měřeném roztoku jsou hlavně alifatické uhlíky 
(příslušící naftě), zatímco ve vzorcích s bakteriemi jsou všechny píky pryč, což vysvětluje 
fakt, že už tam není žádná nafta. Bakterie totiž veškerou ropu zdegradovaly. Dále si můžeme 
na grafu všimnout, že spektra obou vzorků jsou pod osou x. Což je způsobeno především 
kalibrací a nastavením základní linie. Píky směřující pod osu x v oblasti cca 3 300 cm-1 
odpovídají vodě.  
Pro oleje a maziva jsou charakteristické pásy s vrcholy v rozmezí 3 000 – 2 800 cm-1  . Pásy 
v oblasti 1 500 – 400 cm-1 jsou nazývané oblastí „otisku palce“ (fingerprint region), kde jsou 
sledovány různá aditiva v naftě (v tomto případě Pseudomonas Putida a P. Chlororaphis). 
Absorbční pásy mající vrcholy 2 700 cm-1  a 1 700 cm-1   jsou pásy, které poukazují na 
přítomnost funkčních skupin (např. –OH, C=O, N-H, CH3 aj.).  Pásy v intervalu 1 500 – 1 300 
cm-1 reprezentují skupiny –CH3 a –CH2–.  
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Obr. 21: Ukázka infračerveného spektra nafty pro porovnání [16]  
Měření vzorků nafty ve vodě taktéž potvrdilo přítomnost nafty (tvar spektra nafty je velice 
podobný s předchozím) – píky v absorpčním pásu 2 900 cm-1 a 1 300 cm-1. Hodnoty (modré) 
směřující pod osu x přísluší vodě. Oproti spektru, které bylo měřeno s obsahem jednotlivých 
koncetrací bakteriálních kultur můžeme pozorovat určité rozdíly.  
Hlavním úkolem bylo, jestli je vůbec možné naměřit naftu i přes velká obsah vody. Aby 
bylo možné srovnat spektrum před a po působení nafty. Což ze spektra lze poznat – měření 
proběhlo podle představ – píky nafty jsou přítomny. Dále můžeme pozorovat, že vzorky, které 
neobsahovaly bakteriální kultury, ale místo nich vodu, mají píky s daleko nižší intezitou, než 
kdyby tam kultury byly. Je to způsobeno především vysokým obsahem vody, která píky často 
překrývá. Píky příslušící bakterií, esterů apod. zde samozřejmně nevidíme, protože ve 
vodném vzorku nebyly obsaženy. 
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Tabulka 3: Přehled nejdůležitějších píků ve spektru nafty 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Poloha 
píku                           
(cm-1) 
Sloučenina Charakteristický pás  
Vlnočet 
(cm-1) 
3600-3150 voda   3300 
3000-2800 
charakteristický pás pro 
oleje  
asymetrická valenční vibrace -
CH3 
2958 
    
asymetrická valenční vibrace -
CH2- 
2926 
    symetrická valenční vibrace -CH3 2873 
    symetrická valenční vibrace -CH2- 2856 
1650-1600 nitrosloučeniny 
valenční vibrace konjugované -
C=C- z aromátů 
1606 
1500-1300 
pásy reprezentující -CH3, 
-CH2- 
asymetrická deformační vibrace -
CH2-, -CH3 
1460 
    
symetrická deformační vibrace -
CH3 
1380 
1500-400  aditiva      
815-805 palivo 
deformační mimorovinné vibrace 
C-H z aromátů 
815 
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8 ZÁVĚR 
Cílem této bakalářské práce bylo vybrat a otestovat vhodné metody termické 
a spektrometrické analýzy pro studium degradace ropy a jejich produktů, ačkoliv se ve 
skutečnosti ropa vůbec nepoužívala – byla zvolena jedna z jejich variant, a to motorová nafta. 
Dále otestvat míru degradability vybraných bakteriálních kultur, a sice Pseudomonas Putida 
a Pseudomonas Chlrororaphis. Jako metoda termické analýzy zde byla zvolena kalorimetrie 
a metoda spektrometrické analýzy UV-VIS a IČ spektrometrie. Základ práce tvoří teoretická 
část, která shrnuje poznatky jednak o průběhu biodegradace ropy, faktory ji ovliňující či 
využití biodegradace. Dále shrnuje principy nejen zvolených metod, ale i některých dalších, 
které z časových důvodů nemohly být provedeny.  
 Roztoky obou kultur bakterií byly prováděny ve sterilním boxu a to v 5ti různých 
koncetracích, přičemž rostly na minerálním médiu. Zatímco množení bakteriálních kultur 
bylo provedeno v NB médiu. 
 Měření intenzity tepelného toku v závislosti na čase ukázalo, že nejdříve se intenzita 
tepelného toku s časem zvyšuje, avšak po jisté době začne klesat k nule. Z této závislosti pak 
vyplývá, že bakteriální kmen Pseudomonas Putida má oproti Pseudomonas Chlororaphis 
nejen daleko rychlejší nástup intenzity tepelného toku, ale také se daleko pomaleji blíží 
k nule. Což ve výsledku znamená, že jeho schopnost degradace motorové nafty je oproti 
Chlororaphis efektivnější. 
 Měření absorbance v průběhu 72 hodin, které bylo měřeno v UV-VIS oblasti spektra 
ukázalo, že s rostoucím časem se v obou případech kultur absorbance zvyšuje. Strmější nárust 
absorbancí byl pozorován u kmenu Pseudomonas Putida. Což vlastně jen potvrzuje výsledky 
kalorimetrické analýzy. 
Měřením absorbance v závislosti na vlnočtu pomocí IČ spektrometrie bylo stanoveno 
složení vzorku po působením bakterií, tedy zda roztok obsahuje ještě nějaké množství nafty 
a jestli nafta v průběhu degradace vůbec mizí – což bylo potvrzeno. Analýza v prvé řadě 
ukázala, že jde o naftu – což si můžeme porovnat s IČ spektrem nafty, které k tomu bylo 
přidáno ke srovnání. Dále je z uvedeného spektra vidět, které vlnočty přísluší jednotlivým 
vazbám, které jsou pro ně charakteristické. Měření vzorků nafty ve vodě i přes veliký obsah 
vody potvrdilo přítomnost nafty (v podobě píků). 
Pro další studium degradace ropy (nafty) bakteriemi Pseudomonas Putida a Pseudomonas 
Chlororaphis by bylo užitečné a nebo alespoň možné použít další techniky jako jsou 
dvourozměrná plynová chromatografie (GC X GC) nebo diferenční termická analýza 
(TG/DTA). Analýza pomocí GC X GC by pomohla upřesnit složení vzorku a technika 
TG/DTA by nám v závislosti měření teplot mezi dvěma vzorky (referenčním a měrným) 
prozradila informaci o úbytku nafty. Tato práce splnila své cíle a položila základ dalšímu 
výzkumu degradace nafy pomocí bakterií Pseudomonas Putida a Pseudomonas Chlororaphis. 
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